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1. Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'administaration chargee de Texamen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a Particle 36. 



2. Ce RAPPORT comprend 7 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 
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I 




II 
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III 
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IV 
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VI 
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VIII 
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Demande internationale n° PCT/FR99/02329 



I. Base du rapport 

1 . Ce rapport a 6t6 redige sur la base des Elements ci-apres {les feuilles de remplacement qui ont ete remises a 
I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a t'articfe 14 sont considerees dans le present 
rapport comme "initiaiement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16et 70.17).) : 

Description, pages: 

1-12,15-40 version initiale 

13,14 re?ue(s) avec telecopie du 27/1 1/2000 
Revendications, N°: 

1 -39 regue(s) avec telecopie du 27/1 1/2000 
Dessins, feuilles: 

1/10-1 0/1 0 version initiale 



2. En ce qui concerne la langue, tous Jes elements indiques ci-dessus etaient k la disposition de ['administration ou 
lui ont ete remis dans la langue dans laquelle la demande internationale a ete deposee, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements §taient a la disposition de ('administration ou lui ont 6te remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la regie 23.1(b)). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen preliminaire internationale (selon la regie 55.2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
internationale (le cas echeant), I'examen preliminaire internationale a ete effectue sur la base du listage des 
sequences : 

□ contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

□ depose avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement & I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-del& 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistr6es sous dechiffrable par ordinateur sont identiques k 
celles du listages des sequences Pr6sente par ecrit, a 6t6 fournie. 
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4. Les modifications ont entraine Tannulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 

5. □ Le present rapport a ete formula abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-del& de I'expose de I'invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres (regie 
70.2(c)) : 

(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 et 
annexee au present rapport) 



6. Observations complementaires, le cas ech^ant : 



V. Declaration motivee selon ('article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a l appui de cette declaration 



1. Declaration 



Nouveaute 



Activite inventive 



Oui : Revendications 1-16, 18 

Non : Revendications 17, 19-39 

Oui : Revendications 

Non : Revendications 1 -39 



Possibilite d'application industrielle Oui : Revendications 1-39 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VII. Irregularites dans la demande internationale 



Les irregularites suivantes, concernant la forme ou le contenu de la demande internationale, ont ete constatees 
voir feuille separee 



VIII. Observations relatives a la demande internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent enti&rement sur la description : 
voir feuille separee 
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V. Declaration motiv e s Ion la regl 66.2(a)(ii) quant a la nouveaute, I'activite 
inventive et la possibility d'application industrielle; citations et explications a 
I'appui de cette declaration 

1 . II est fait reference aux documents suivants: 

D1: J. Mol. Biol. 

Vol. 279, pages 1163-1175, 1998 
D2: WO 92/19279 
D3: US-A-5 627 036 

2. D1 mentionne differents domaines de I'annexine I humaine, notamment les 
domaines D1 et D2, et leur expression individuelle dans E. coli. D1 decrit les 
procedes d'expression, d'isolation et de purification du domaine D2, ainsi que, 
notamment, des experiences de RMN apres marquage radioactif du domaine D2 
et solubilisation dans une solution de micelles (resume; page 1 165, colonne 1; 
page 1 168, colonne 2, paragraphe 3; page 1 172, colonne 2, dernier paragraphe a 
page 1173, colonne 2, dernier paragraphe). 

L'annexine I humaine mentionnee dans D1 correspond a I'annexine I humaine de 
SEQ ID No:1 de la figure 6A de la presente application. Bien que D1 ne 
mentionne pas que la structure chimique qu'il decrit possede une affinite pour un 

\ phospholipide, au vu de D1 I'objet des revendications 17, 19, 20, 23-26, 31 et 33 
n'est pas nouveau. En effet, I'elucidation de proprietes nouvelles (par exemple, 
I'affinite pour un phospholipide) d'un produit connu ne permet pas de restaurer la 

\ nouveaute de ce produit. Par consequent, au vu de D1 , les revendications 17, 19, 

1 20, 23-26, 31 et 33 ne sont pas nouvelles. 

D2 mentionne la propriete des annexines de se lier aux phospholipides charges 
negativement de maniere calcio-dependante. ] D1 decrit not amment I'annexine V 
humaine, qui montre une tres forte affinite en presen ce de calcium pour les 
phospholipides tels phosphatidylserine (PS), phosphatidylcholine (PC), acide 
phosphatidique (page 7, ligne 17 a page 8, ligne 15; page 15, ligne 21; page 17, 
lignes 9-14). D2 decrit la production de I'annexine V par clonage de son cDNA 
dans un vecteur d'expression (page 17, lignes 23 a page 18, ligne 7). D2 
mentionne ('utilisation de I'annexine V pour cibler une thrombose in vivo, ainsi que 
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le marquage raclioactif ou fluorescent de I'annexine (page 21 , lignes 7-17; page 
15, lignes 22-27). D2 decrit une structure chimique comprenant une annexine V 
ayant une affinite pour des phopholipides conjuguee a un agent thrombolytic. 
Cette structure est obtenue par clonage et expression dans E. coli (page 1 , lignes 
7-9; page 10, lignes 15-20; page 21, lignes 20-25; exemples II et III; 
revendications 1-3; revendication 31). D2 mentionne egalement I'utilisation de 
cette structure chimique dans des compositions therapeutiques et selon des 
methodes therapeutiques pour le traitement de maladies resultant d'une 
thrombose (page 10, lignes 21-25; revendications 8-10). D2 decrit une sequence 
peptidique presente dans les differents domaines de I'annexine V ainsi que dans 
d'autres proteines ayant une affinite pour les phospholipides de maniere calcio- 

I dependante. D2 suggere que cette sequence contient un site calcium et est 
responsable de la liaison aux phospholipides (page 18, ligne 15 a page 19, ligne 

-3). 

L'annexine V humaine de D2 correspond a I'annexine de SEQ ID No:2 de la figure 
I 6B de la presente application. Par consequent, I'annexine V decrite dans D2 
| correspond a une structure chimique telle que definie dans la revendications 17, 
19 et 20. L'annexine V est constitute des domaines D1 a D5, qui possedent 
chacun la capacite cgnnue de se Jier aux phospholipides membraaaires et au 
calcium. L'annexine V correspond done egalement a un assemblage chimique tel 
que defini dans les revendications 23 et 24. 

Par consequent, au vu de D2, les revendications 17 et 19-33 ne sont pas 
nouvelles. 

D3 decrit des annexines humaines, dont l'annexine I (lipocortin I) et l'annexine V 
(PAP-I), leur marquage avec une molecule fluorescente, un compose 
paramagnetique ou un radio-isotope, et leur utilisation pour differencier la 
phosphatidylserine de la phosphatidylcholine (resume; colonne 2, lignes 6-18 et 
56-59). D3 mentionne egalement une trousse d'analyse et de detection 
comprenant ces annexines marquees capables de differencier la 
phosphatidylserine de la phosphatidylcholine, pouvant etre utilisee notamment 
pour la detection de microvesicules dans le sang (colonne 2, lignes 50-55; 
colonne 6, lignes 43-59, revendication 27). 

Par consequent, au vu de D3, les revendications 17, 19-24 et 31-39 ne sont pas 
nouvelles. 
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Les revendications 17 et 19-39 ne remplissent done pas les conditions de I'Article 
33(2) PCT. 

3. L'objet des revendications 13-16 se differencie de D2 en ce que, dans D2, la 
region de la molecule d'annexine possedant un site calcium et ayant une affinite 
pour un phospholipide n'est que suggeree. La region des annexines ayant une 
affinite pour un phospholipide et presentant un site calcium etant suggeree dans 
D2, rhomme du metier n'aurait besoin de ne mettre en oeuvre aucune activite 
inventive pour verifier I'implication de cette region dans la liaison a un 
phospholipide ainsi que la presence d'un site calcium. La simple mise en oeuvre 
de connaissances et de techniques connues dans I'etat de la technique, comme 
par exemple, la mutation ponctuelle d'acides amines, permet I'identification des 
acides amines se liant a un phospholipide ainsi que de ceux participant au site 
calcium. L'homme du metier n'aurait done besoin de ne mettre en oeuvre aucune 
activite inventive pour arriver a I'objet des revendications 13-16. Ces 
revendications ne sont pas inventives. 

L'objet des revendications 1-12 et 18 se differencie en plus de D2, en ce que la 
structure chimique revendiquee est cyclique. La cyclisation de peptides 
presentant un site actif afin de leur conferer une stabilite superieure est 
parfaitement connue de l'homme du metier et couramment pratiquee. L'homme 
du metier n'aurait done besoin de ne mettre en oeuvre aucune activite inventive 
pour arriver egalement a I'objet des revendications 1-12 et 18. Par consequent, 
ces revendications ne sont pas inventives. 

Les revendications 1-16 et 18 ne remplissent done pas les conditions de I'Article 
33(3) PCT. 

VII. Irregularites dans la demande Internationale 

1 . Une erreur de frappe a rendu la revendication 22 dependante de la revendication 
22 au lieu de la revendication 21 . 

VIII. Observations r latives a la d mande internationale 
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1 . Dans les revendications 1 et 2 la formulation "au moins une..." ne defini pas 
clairement I'etendue de la protection recherchee (Art. 6 PCT). 

2. Les construction (II) et (III) de la revendication 1 manquent totalement de clarte du 
fait que les espaces entre W 1 et W 2 , et U 1 et U 2 , ainsi que de la ligne en pointille 
entre U 2 et W 1 presente dans la construction (III) ne sont pas definis (Art. 6 PCT). 

3. ' L'objet des revendications 1 , 2 et 1 8 n'est pas fonde sur la description. En effet, la 

description ne contient que des declarations (pages 5, ligne 31 a page 8, ligne 17; 
page 9, ligne 9 a page 12, ligne 25; page 17, lignes 7-21), mais aucune base 
technique concernant des structures chimiques cycliques, telles que celles 
correspondant aux constructions (I), (II), (III), (IV), (V), (VI) et (VIII). En effet, la 
presente application decrit des structures lineaires, mais aucune structure 
circulaire du type de celles faisant l'objet des revendications 1 , 2 et 18 n'a ete 
produite. Dans ce contexte, il est a noter que l'objet pour lequel protection est 
rec herche doit refleter I'etat reel de la contribution technique de I'application. De 
plus, la presente application ne fait aucune reference aux distances entre les 
fonctions chimiques de liaison L1 a L6. Par consequent, les revendications 1 , 2 et 
18 ne sont pas fondees sur la description (Art. 6-fondement PCT; voir egalement 
Directives C-lll, 6.3). 

4. La revendication 17 manque de clarte de part la formulation "elle comprend au 
moins une partie...". En effet, cette formulation vague et non definie, ne se refere 
a aucune caracteristique technique et de ce fait sujette a interpretation, ne permet 
pas de definir clairement I'etendue de la protection recherchee (Art. 6 PCT). 
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structuraux pouvant comprendre un nombre de groupes 
cycliques suffisants pour assurer une rigidity 
compatible avec l'af finite au phosphcl ipide. 

Les distances mesurdes lorsqne les RL et les RCa 
5 sont des acides amines, peuvent Stre mesur^es eritre les 

carbones <x de ces acides amines dans les structures (I) 
a (VI) precit6es. 

Ces structures peuvent £tre synth£tisees par les 
precedes classiques de synthase de la chimie organique 

10 et de la chimie des procaines, par recombinaison 
g£netique, par genie g£netique, etc... 

Des exemples de telles structures sont donnees 
notamment dans "Discovery of Sequence-Selective Peptide 
Binding by Synthetic Receptors Using Encoded 

15 Combinatorial Libraries", W,C. Still, Acc - Ciiem. Res. , 
1996, 29. 155-163 et dans "Toward Synthetic Adrenaline 
Receptors : Strong, Selective and Biomimetic 

Recognition of Biologically Active Amino Alcohols by 
Bisphosphonate Receptors Molecules", T. Shrader, J. 

20 Org- Chem. , 1998, 63, 264-272. 

Selon 1 1 invention, dans la structure de 
construction (IV), (V) ou (VI), Ll, L2 , L3 et L6 
peuvent presenter chacune au moins une charge positive 
et donneuse de liaison hydxx>g£ne, et L4, L.5, JXaS, 

25 LCa4, tiCa3, LCa2 et LCal peuvent presenter chacune au 
moins une charge negative et acceptrice de liaison 
hydrogene . 

Selon 1* invention, dans la structure de 
construction (1), (II), (III), KL1, RL2 , RL3 et R.L6 
30 peuvent §tre choisis independamment parmi Arg, Lys , 
Orn ; RL4 peut &tre choisi independamment parmi Asp ou 
Gla ; et RL5 peut etre choisi independamment panni Ser, 
Thr, Asp ou Glu, les 
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chaines laterales de ces acides amines pr^seritant les 
fonctions chimiques de liaison au phospholipides LI a 
L6 respect ivement . 

Selon 1' invention, dans la structure de 
5 construction (IV), (V) ou (VI), a ou a' , b ou b' , c, d, 
e, f, g, h, i r j , k peuvent §tre des peptides 
constitues d' acides amines naturels ou non naturels, et 
RLl k KL5 peuvent §Lre des acides amines choisis dans 
un ensemble comprenant Lys , Arg, Orn, Ser, Thr, Asp et 

10 Glu, ou des analogues de ceux-ci, RL6 peut Stre Asp ou 
Glu ou des analogues dc ceux-ci, LI & L6 et LCal & LCa5 
peuvent etre les fonctions chargees des chaines 
laterales desdits acides amines, et RCal & RCa5 peuvent 
§tre des acides amines naturels ou non naturels. 

15 Selon 1 'invention, dans la structure de 

construction (IV), (V) ou (VI), les carbones RLl h RL6 
et RCal a RCa2 peuvent §tre disposes dans 1 p espace 
fornix par a, b, c, d, e, f, g, h, i, j et k de maniere 
h ce que les fonctions chimiques de liaisons Ll a L6 

20 respectivement et les charges positives du calcium 
lorsque ce dernier est lie aux fonctions de liaison 
LCal & LCa5 soient directement access ibles au 
phospholipide . 

Selon ±' invention, dans la structure de 

25 construction ( I > , (XT), (111), (IV), (V) ou (VI), au 
moins une partie de la plate-forme peut §tre une partie 
d'un domaine de 1* annex ine ou d'un domaine inodifie de 
1'annexine, comprenant au moins un desdits residus 
3 i gands RLl a RL6 presentant lesdites fonctions Ll & L6 

3 0 respectivement de liai.son au phospholipide. 

Selon 1' invention, dans la structure de 
construction (I), (II), (III) , (IV), (V) ou (VI), la 
plate-forme peut etre une partie d 1 un domaine de 
1'annexine ou d'un domaine modifie de I'annexine, 



B 13117.3 EE 

FEUILLE MODIFI E 



27-11 2000 



FR 009902329 



41 

REVENDXCATZONS 

1. Structure chimique ayant une af finite pour un 
phospholipids, caract6ris6e en ce qu'elle est 
5 constitute d'au moins une plate-forme chimique U, V, W, 
X, Y, Z comportant six rtsidus RL1 , RL2, RL3 , RL4 , RL5, 
RL6 supportant un ensemble de f one t ions chimiques 
pouvant se lier audit phospholipide appelees Ll, L2, 
L3 f L»4, L5 , L.6 respectivement, ces fonctions chimiques 
10 1/ d^finissant 1 1 af finite de ladite structure pour ledit 
phospholipide, ladite structure ayant une des 
constructions (I), (II) et (III) suivantes : 
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dans lesquelles U, U 1 , U 2 , V, W, W 1 . W 2 X, Y, Z sont 
independamment un acide amine naturel ou non naturel, 
un peptide constitue d'acides amines naturels ou non 
naturels, une chaine carbonee, ou un ou des groupe(s) 
cyclique(s) carbone ( s ) , 
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dans lesguelles RL1 a RL6 sont choisis parmi des 
molecules prtsentant les fonctions chimiques de liaison 
L.1 a L6 respectivement , lesdites fonctions chimiques 
comprenant soit au mo ins une charge positive et 
5 donneuse de liaison hydrogene, soit au mo ins une charge 
negative et acceptrice de liaison hydrogene, et 
dans lesquelles U, U 1 , U 2 , V, W, X, Y et Z sont tels que 
RL6 et RLl sont distants de 0,65 £ 0,95 nm, L6 et LI 
sont distants de 0,65 k 0,5 run, RLl et RL2 sont 

10 distants de 0,45 k 0,65 nm, LI et L2 sont distants de 
0,4 & 0,55 nm, RL2 et RL3 sont distants de 0,5 h 
1,0 5 nm, L2 et L3 sont distants de 0,4 £ 0,6 nm, RL3 et 
RL4 sont distants de 0,5 a 0,8 nm, L3 et L4 sont 
distants de 0,35 a \0,5 nm, RL4 et RL5 sont distants de 

15 0,4b a 0,75 nm, L4 et L5 sent distants de 0,4 a 
0,55 nm, RL5 et RL6 sont distants de 0,4 k 1,2 nm, et 
L5 et L6 sont distants de 0,4 a 0,6 nm. 

2. Structure chimique ayant une affinity pour un 
20 phospholipide, caracteris^e en ce qu'elle est 
constitute d'au moins une plate-forme chimique a, a 1 , 
t>, b', c, d, e, f, g, h, i, j , k, 1 comportant 11 
residus RLl, RL2, RL3 , RL4 . RL5 , RL6 , RCal, RCa2 , RCa3 , 
RCa4 et RCa5 supportant un ensemble de fonctions 
2 5 chimiques pouvant se lier audit phospholipide appelees 
LI, L2 , L3, L4, L5 , L6 respect ivement, et un ensemble 
de fonctions chimiques de liaison a un atome de calcium 
appelees LCal , LCa2, LC7a3 , LCa4, LCa5 respectivement, 
ces fonctions chimiques RLl a RCa5 definissant 
30 l'aifinite de ladite structure pour ledit 
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phospholipids, ladite structure ayant 
constructions (IV), (V) et (VI) suivantes : 



une dos 




(IV) 
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dans lesquelles a, a', b, fc>', c, d, e, £, g, h, i, j, 
k, 1 sont independaircnent un acide amin6 nature 1 ou non 
5 naturel, un peptide const itu£ d'acides amines naturels 
ou non naturels, une chalne carbon6e, ou un ou des 
groupe ( s ) cyclique ( s ) carbon^ < s ) , 

dans lesquelles RL1 k RL6 et RCal h RCa5 sont choisis 
parmi des molecules pr^sentant les fonctions chimigues 

10 de liaison LI & L6 et LCal h LCa5 respectivement , 
lesdites fonctions chimiques LI a L6 comprenant soit au 
mo ins une charge positive et donneuse de liaison 
hydrog£ne, soit au moins une charge negative et 
acceptrice de liaison hydrogene, lesdites fonctions 

15 chiniques LCal a LCa5 comprenant un atome d ' oxygene f et 

dans lesquelles a dans les structures de construction 
(IV) et (V) est tel que RL6 et RCa5 sont distancs de 0 
& 0,3 5 nm et tel que L6 et LCa5 sont discants de 0 a 
0,3 nm, b dans les structures de construction (IV) et 

20 (V) est tel que RCa5 et RCa4 sont distants de 0 a 
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0,35 nm et tel Que LCa5 et LCa4 sont distants de 0,2 a 
0,3 nm, b* dans la structure de construction (VI) est 
tel que RL.6 et RCa4 sont distants de 0 & 0,35 nm et tel 
que L6 et LCa4 sont distants de 0 k 0,3 5 nm, c et d 
5 sont tels que RCa4 et RCa3 sont distants de 0,5 a 
0,9 nm, LCa4 et LCa3 sont distants de 0,2 a 0,4 nin, 
RCa3 et RCa2 sont distants de 0,35 h 0, 6 nm,et LCa3 et 
LCa2 sont distants de 0,22 a 0,3 nm, e, f, g, dans les 
structures de construction (IV), (V), (VI) sont teis 

10 que RL1 et RL2 sont distants de 0,45 h 0,65 nm, RCal & 
RCa2 sont distants de 0,4 a 0,55 nir w LI et L»2 sont 
distants de 0,4 a 0,55 ran et LCal et LCa2 sont distants 
de 0,3 a 0,4 run, h, i, j et k sont tels que RL2 et RL3 
sont distants de 0,5 a 1,05 nm, L.2 et L3 sont distants 

15 de 0,4 a 0,6 nm, RL3 et RL4 sont distants de 0,5 A 
0,8 nm, L3 et L>4 sont distants de 0,35 & 0,5 nm, RL4 et 
RIj5 sont distants de 0,45 a 0,75 nm, L4 en Ij5 sont 
distants de C,4 k 0,55 nm, RL5 et KL6 sont distants de 
0,4 a 1,2 nm, et L5 et L6 sont distants de 0,4 & 

20 0,6 nm, a' dans la structure de construction (VI) est 
tel que RL5 et P.L6 sont distants de 0,4 a 1,2 nm et tel 
que L5 et L6 sont distants de 0,4 k 0,6 nm, et b' dans 
la structure de construction (VI) est tel que RI*6 et 
RCa4 sont distants de 0 a 0,3 5 nm et tel que L6 et LCa4 

25 sont distants de 0 h 0,35 nm, la structure pouvant etre 
soit ferm^e, soit ouverte en a et/ou en h. 



3. Structure chimique selon la revendication 1, 
dans laquelle LI, L2 , L»3 et L6 presentent chacun au 
30 moins une charge positive et donneuse de liaisons 
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hydrogene, et L4 et L5 pr6sentent chacun au moins tine 
charge negative et acceptrice de liaison hydrogene. 

4. Structure chimique selon la revendication 1, 
5 dans laquelle U, V, W, X , Y et Z sont des peptides 

constitu^s d' acides amines naturels ou non naturels, et 
RL1 k RL6 sont des acides amines choisis dans un 
ensemble comprenant Lys, Arg, Orn, Ser, Thr, Asp et 
Glu, ou des analogues de ceux-ci, LI & L6 etant les 
10 fonctions charg^es des chaines laterales desdits acides 
aLmin£s . 

5. structure chimique selon la revendication 1, 
dans laquelle RL1, RL.2 , RL3 et RL6 sont choisis 

15 independamment parmi Arg, Lys, Orn, 

dans laguelle RL4 est choisi independamment parrni Asp 
ou Glu, et 

dans laquelle RL5 est choisi independamment parmi Ser, 
Thr, Asp ou Glu, les chairies laterales de ces acides 
2 0 amines pr^sentant les fonctions chimiques de liaison au 
phospholipide LI a L6 respectivement . 

6. Structure chimique selon la revendication 3, 
dans laquelle les fonctions chimiques de liaison LI a 

25 L6 sont directement accessibles au phospholipide charge 
n^gativement . 

7. Structure chimique selon la revendication 1, 
comprenant en outre un site calcium ou 1 ' ion calcium 

30 complexe par ce site constitue un des ligands du 
phosphol ipide . 
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8. Structure chimigue selon la revendication 2, 
dans laquelle a ou a 1 , b ou b*, c, d r e, i, g, h, i, j , 
k sont des peptides constitues d' acides amines naturels 

5 ou non naturels, et RL1 k RL.6 sont des acides amines 
choisis dans un ensemble comprenant Lys, Arg, Orn, Ser, 
Thr, Asp et Glu, ou des analogues de ceux-ci, Ll k L6 
et LCal k LCa5 6tant les fonctions chargees des chaines 
latdrales desdits acides amines, et RCal a RCa5 etant 
10 des acides amines naturels ou non naturels. 

9. Structure chimigue selon la revendication 8, 
dans laquelle les fonctions chimiques de liaisons Ll k 
L6 et les charges positives du calcium lorsqu'il est 

15 li6 aux fonctions de liaison LCal a LCa5 sont 
directement accessibles au phospholipide . 

10. Structure chimigue selon l'une quelconque des 
revendications 1 & 9, dans laquelle la plate-forme est 

20 une par tie d'un domaine de I'annexine ou d'un domaine 
rnodifie de I'annexine, comprenant lesdits residus 
ligands RL1 a RL6 presentant lesdites fonctions Ll k L6 
respect ivement . 

25 11. Structure chimique selon la revendication 10, 

dans laquelle le domaine de I'annexine est choisi parmi 
le domaine 1 de I'annexine V present^ sur la figure 6b, 
le domaine 2 de I'annexine I pr6sent6 sur la figure 6a, 
le domaine 2 de I'annexine III pr6sente sur la figure 

3 0 6c et le domaine 1 et 2 de I'annexine IV pr£sent6s sur 
la figure 6d. 
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12. Structure chimique selon la revendication 11, 
dans laquelle les residus ligands RL1 k RL6 sont 
respect ivement soit, les residus Arg25, Lys29, Arg63 , 
5 Asp68, Ser71 et Glu 72 du domaine 1 de 1 1 annexine V 
presente sur la figure 6b, soit les residus Argl24, 
Liysl2 8, Argl62, Aspl67, Serl70 ec Aspl71 du domaine 2 
de l r annexine I presents sur la figure 6a , soit les 
residus LyslOO, Lysl04, Lysl38, Aspl43, Serl46 et 

10 Glul47 du domaine 2 de l'annexine III presente sur la 
figure 6c, soit les residus Arg96, LyslOl, Argl35 # 
Aspl40, Serl43 et Aspl44 du domaine 2 de l'annexine IV 
presente sur la figure 6d, soit les residus Arg24, 
Lys2 8, Arg62, Asp67, Ser70 et Glu71 du domaine 1 de 

15 1 ' annexine IV presente sur la figure 6d. 

13* Structure chimique ayant une af finite pour un 
1, , phospholipide , caracterisde en ce qu'elle est 

constitute d'une molecule de formule (VII) suivante : 

RLl~N l -RL2 -M-RL3 -N 2 -RL4-N 3 -RL5 -RL6 

(VII) 



dans laquelle N L & N 3 representent chacun independamment 
2 5 de 1 & 4 acides amines choisis independamment, naturels 
ou non naturels, et dans laquelle M est un peptide 
constitu6 de 1 ci 100 acides amines naturels ou non 
naturels ; 

dans laquelle RL1 , RL2, RL3 et RL6 sont choisis 
30 independamment parmi Lys, Arg ou Cm ; RL.4 est choisi 
independamment parmi Asp ou Glu ; et RL5 est choisi 
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independaminent parmi Ser, Thr, Asp ou Glu, ladite 
structure 6tant lin6aire ou cyclique. 

14. Structure selon la revendication 13, dans 
laquelle N 1 repr6sente trois acides amines / N 2 
represente quatre acides amines, et N represente deux 
acides amines . 

15. Structure selon la revendication 13 ou 14, 
dans laquelle M est un peptide const itue de 33 acides 
amines naturels ou non naturels. 

16. Structure selon la revendication 13, dans 
laquelle la molecule de formule (VTT) est une sequence 
peptidique choisie parmi la sequence peptidique allant 
de Argl24 & Aspl71 dans la sequence TD n°l presentee 
sur la figure 6a, la sequence peptidique allant de 
Arg2 5 a Glu72 dans la sequence ID n°2 pr6sent<§e sur la 
figure 6b, la sequence peptidique allant de LyslOO & 
Glul47 dans la sequence ID n°3 presentee sur la figure 
6c, la sequence allant de Arg2 4 a Glu71 dans la 
sequence ID n°4 presentee sur la figure 6d, la sequence 
allant de Arg9 6 k Aspl44 dans la sequence ID n°5 
presentee sur la figure 6, ou une sequence modifiee de 
ces sequences pourvu que RL1, RIj2 , RIj3 et RL6 soient 
choisis independainment parmi Lys , Arg ou Orn, RL4 soit 
choisi inddpendairanent parmi Asp ou Glu, et RL5 soit 
choisi ind^pendamment parrai Ser, Thr, Asp ou Glu. 

17. Structure chiraique ayant une affinice pour un 
phospholipide, caracterisee en ce qu'elle comprend au 
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mo ins une partie d'une sequence peptidique choisie 
parmi la sequence ID n°l pr6sent6e sur la figure 6a, la 
sequence ID n°2 presentee sur la figure 6b, la sequence 
ID n°3 pr<§sent6e sur la figure 6c et les sequences ID 
5 n°4 et ID n°5 presentees sur la figure 6d, ou une 
sequence modifi^e de celle-ci . 

18. Structure cliimique ayant une affinity pour un 
phospholipide charg^ n6gativerttent , caract^risee en ce 
10 qu'elle est constitute d'une sequence peptidique 
cyclique de formule (VIII) suivante : 




1 



15 dans laquelle RL1 et RL.6 sont clnoisis ind^pendamment 
parmi Lys, Orn et Arg ; RL2 et RL3 sont Arg ; RL4 et 
RL5 sont choisis ir.d^pendairment parmi Asp et Glu ; 
dans laquelle P 1 , P 2 et P 3 sont choisis independamment 
parmi Ser et Thr ; dans laquelle Q 1 est choisi parmi 

20 Gly et Met. 

19. Structure chimique selon 1 * une quelconque des 
revendications 13 & 17, comprenant en outre un site 
calcium ou 1 1 ion calcium complexe par ce site constitue 

25 un des ligands du phospholipide charge negativement, 

20. Structure selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, ladite structure ayant une 
af finite pour ur. phospholipide choisi parmi une 

3 0 phosphatidylserine, une phosphatidylethanolamine, un 



B 13117.3 EE 

FEUILLE MODIFI E 



27-11-2009 



FR 009902329 



25 



52 

phosphat idy linos itol , un acide phosphatidique, et un 
cardiolipide. 



21. Assemblage chimique ayant une affinity pour un 
phospholipide, caracteris^ en ce qu'il comprend au 
moins deux structures chimiques d^finies dans les 
revendications 1 ci 20, identiques ou differences, 
lesdites structures £tant li6es. 



10 22. Assemblage chimique selon la revendication 22, 

dans lequcl au moins une des structures chimiques est 
une des structures chimiques d^finies dans les 
revendications 13 k 20. 



15 23. Procede de fabrication d'une structure 

chimique d6finie dans I'une quelconque des 
revendications 10 a 20 precedentes, caract6ris6 en ce 
qu'il comprend les Stapes de preparation d'un cDNA 
comprenant une sequence de base codant pour ladite 

20 structure chimique, d' insertion du cDNA dans un vecteur 
d* expression approprie, de transformation d ' une cellule 
hote appropriee pour une replication du plasmide et la 
fabrication de ladite structure par traduction dudit 
CDNA. 



24, Procede selon la revendication 23, dans lequel 
le vecteur est un plasmide. 



25. Proced<§ selon la revendication 23, dans lequel 
3 0 le vecteur est le vecteur pGEX-2T. 



3 13117.3 EE 

FEUILLE MODIFI E 



27-11-2000 



FR 009902329 



53 

26. Proc6d6 selon la revendication 23, 24 ou 25, 
dans lequei la cellule h6te appropriee est E. Coli- 

27. Utilisation d'une structure chimique telle que 
5 d6finie dans les revendicaticns 1 i 20 pour preparer un 

medicament . 

28. Utilisation d'un assemblage chimique tel que 
d£fini dans la revendication 21 ou 22 pour preparer un 

1 0 m£di cament . 

29. Utilisation selon la revendication 27 ou 28, 
dans laquelle le medicament est choisi parmi un 
medicament destine au traiteroent d'une thrombose, un 

15 medicament destine au traitement d'une tumeur, un 
medicament ayant une action ant i-inf lammatoire . 

30. Utilisation d 1 une structure telle que definie 
dans les revendicat ions 1 ^ 19 pour la fabrication d'un 

2 0 materiau de recouvrement d'un biomateriau thrombogene. 

31. Compost de irarquage caracterise en ce qu'ii 
comprend une structure telle que definie dans les 
revendications 1 a 20 couplee k une molecule de 

2 5 marquage. 

32* Compose de marquage caracterise en ce qu'il 
comprend un assemblage tel que defini dans la 
revendication 21 ou 22 couple & une molecule de 

3 0 marquage. 
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33. Compose selon la revendication 31 ou 32 dans 
lequel la molecule de marquage est choisie parmi une 
molecule f luorescente , le complexe avidine-biotine, un 
x*adio6l6ment , et un compost paramagn^tique . 

5 

34. Trousse de diagnostic comprenant un compose 
selon l'une quelconque des revendications 31 i 32. 

35. Trousse de diagnostic selon la revendication 
10 34, comprenant en outre un r^actif adequat perraettant 

de d^tecter ladite molecule de marquage. 

36. Trousse d' analyse et de detection de charges 
negatives k la surface de cellules, caract6ris£e en ce 

15 qu'elle comprend une structure selon l'une quelconque 
des revendications 1 ci 2 0 coupl^e un raarqueur. 

37. Trousse d" analyse et de detection de charges 
negatives la surface de cellules, caract§ris£e en ce 

20 qu'elle comprend un assemblage selon la revendication 
21 ou 22 coupld 4 un marqueur. 

38. Trousse d' analyse et: de detection de 
microvesicules dans le sang, caracteris^e en ce qu'elle 

25 comprend une structure selon l'une quelconque des 
revendications 1 k 20 couplee ci un marqueur. 

39. Trousse d 1 analyse et de detection de 
microvesicules dans le sang, caracteris^e en ce qu'elle 

3 0 comprend un assemblage selon la revendication 21 ou 22 
couple a un marqueur. 
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